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The invention relates to a method for producing liposomes containing an active 
agent in the form of at least one physiologically effective and/or diagnostic 
compound by producing a mixture of membrane-forming amphiphiles, dispersing 
the mixture in water and homogenising the dispersion under high pressure until 
the liposomes are formed. The liposomal formulations are obtained by a) 
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and moving the mixture containing the active agent mechanically until at least 10 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereiehten Unterlagen entnommen 

@ Verfahren zur Herstellung von liposomalen Wirkstoffformulierungen 

@ Zur Herstellung von Liposomen, die als WIrkstoff min- 

destens eine physiologisch wifksame oder/und diagnosti- /• 
sche Verbindung enthalten, stellt plan ein Gemisch von * 
membranbildenden Amphlphilen her, dIspergiertdasGe- . . . 

misch in Wasser und bildet diirch Hochdruckhomogeni- 

sation der Dispersion Uposomen, gibt zu dieser Liposo- \ 
menzubereltung insbesonderp ein aus Uposomen aufge- 
bautes Gel als Wirkstoff, und inkubiert das den Wirkstoff * 
enthaltende Gemisch solango bis hydrophile Wirkstoffe 
entsprechend der Volumenanteile an wafSrigem Medium 
innerhalb und auf^erhalb def Uposomen in der Zuberei- 
tung in den Uposomen bzw. zwischen den Uposomen 
verteilt sind (Gleichgewicht^ustarid} oder lipophile Ver- 
bindung im Upidbilayer inlcprporiert sind. 
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Beschreibung 

Die Erfindung belriffi ein Verfahren zut Herstellung von 
TJposoincn, die als Wirksioff inindeslens cine physiologisch 
wirksarnc oder/und diagnoslischc Verbindung enthalten so- 
wie die nach diesem Verfahren hergesteUteLiposomenzube- 
reitung und die Verwendung dieser Liposomenzubereitung 
als diagnostisches oder therapeutisches Mittel. 

Liposomen sind spharische Gebilde, die aus Amphiphilen 
aufgebaut sind. In wassrigen Losungen entstehen die Lipo- 
somen durch Selbstaggregation der Amphiphilen, wobei 
sich cine Lipiddoppclschicht bildcl, die eincn wassrigen In- 
ncnraum cinschlieBl. 

In Abhangigkeil von physikalischen Parametem wie 
Druck, Temperatur und lonenkonzentration sowie der vor- 
handenen Lipide und Zusatzstolfe, bilden sich uniiamellare, 
oligolamellare oder multilamellare Liposomen. Die Liposo- 
men kdnnen abhangig von ihren Bestandteilen eine positive 
Oder negative tJberschussladung tragen. 

Liposomen konncn auch mil Wirkstoffcn beladcn scin, 
die je nach Lipophilic oder Hydrophilie in der Lipidschichi 
oder im wassrigen Innenraum der Liposomen eingeschlos- 
sen sind. Derartige Liposomen werden in diagnosiischen 
Nachweisverfahren oder als therapeutisches Mittel zum 
Transport von Wirkstoffen im Organismus oder als Wirk- 
stoffdcpot verwendet. 

Die Eigenschafien der Liposomen wie beispielsweise ihre 
Siabilitat oder Lagerfahigkeit werden wesentlich durch die 
in der Lipidschichi vorhandenen Subslanzen bestimmt. 

Zur Synlhese von Liposomen werden membranbildende 
Lipide, wie beispielsweise Phosphatidylcholin, Phosphati- 
dyglycerin, Phosphatidylinositol, Phosphatidylserin und 
Phosphatidylelhanolamin, Sphingomyelin, membranbil- 
dende Amphiphile, wie beispielsweise Blockpolymere, Al- 
kylcstcr, -ether, -amide von Alkoholen, Diolcn und Polyo- 
len, Aminen, Aminosauren, Pepliden undZuckern und Cho- 
lesterin sowie weilere Stoffe verwendet (vgl. F. Szoka Jr. 
und D. Papahadjopoulos, Comperative Properties and Me- 
thods of Preparation of Lipidvesicles (Liposomes), Ann. 
Rev, Biophys. Bioeng. 1980, 9: 467-508; Liposomes: From 
Physical Strukture To Therapeutic Application (1981), 
Knighl, C. G. (ED.), Elsevier, North Holland Biomedical 
Press, Kapitcl 2: H.Eibcl, Phospholipidssynthesis, 19-50; 
Kapitel 3: F. Szoka und D. Papahadjopoulos, Liposomes: 
Preparation and Characterization, 51-104). 

Zur Herstellung von Wirkstoffe enthallende Liposomen 
sind mechanische Verfahren bekannt, bei denen eine die 
Membranbestandteile und Wirkstoffe enthallende Disper- 
sion durch Einwirkung starker mechanischer Krafte, z. B. 
Hochdruckhomogcnisation z. B, mitlels ciner French-Press 
bchandclt werden. Ein andercs Verfahren basicrt auf dem 
Austausch des organischen Ldsungsmittels durch wassriges 
Medium oder auf der einfachen Entfernung des in der Di- 
spersion enthallenen Deteirgenz, Bin weiteres Verfahren zur 
Liposomenherstellung befuhl auf der Veranderung des pH- 
Wertes (vgl. F. Szoka Jr. und D*. Papahadjopoulos). 

Aufgrund der Eigcnschaften der cinzuschlicBcnden Wirk- 
stoffe ist es in vielen Fallen fur die Herstellung von Wu-k- 
sloffe enihaltenden Liposomen notwendig, dass die Liposo- 
menbildung und der Einschluss der Wu-ksioffe in nur einem 
Verfahrensschritt voilzogen wird. Die Liposomenforraation 
und Wirkstoffeinschluss in einem Schrilt isl aber oft nicht 
durchfuhrbar bzw. kann verschiedene Nachteile mil sich 
bringen: So kann es z. B, unter den Bedingungen der Hoch- 
druckhomogenisation (French Press, Gaulin . . .) durch die 
Wechselwirkungen zwischen dem Wirksioff und den einge- 
setzten Lipiden und dem Medium zur 2^rstdrung des Wirk- 
sloffs, zur Hydrolyse der Lipide oder zu beidem konunen. 
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Aus gleichen Griinden ist oft eine Sterilisierung der wirk- 
stoffhaliigen Formulierung nicht m6glich, es werden Lipid- 
hydrolyse und/oder Zerstorung des Wirkstoffs beobachiet. 
Eine alternative Sterilfilurdtion zur Sterilisierung isl bei der 
S Herstellung von Liposomcn-Gelcn nicht moglich, da dicse 
zu hoch viskos sind. Auch bei Liposomendispersionen isl 
eine Sterilfiltration oft aufgrund der GroBe der V^sikel nichi 
moglich. 

Des Weiieren isl die Erarbeilung eines bestimmten Lipo- 
10 somen-Gels oder einer Liposomendispersion ohne gleich- 
zeitiges Zusetzen des Wirkstoffs nicht moglich, da Wirk- 
stoffe oft cnLscheidcnd die Fomiation der Lipidbilayer bc- 
einflusscn und so auch Einlluss auf die GroBe der enLslehcn- 
den Vesikel haben konnen. 
15 Bedingt durch die apparativen Vorausseizungen bei der 
Liposomenherstellung isl oft die Herstellung einer Mindesi- 
menge einer liposomalen Formulierung notwendig, die die 
fur die Untersuchung der Praparation latsSchlich notwen- 
dige Menge weit Uberschreilet, Dies ist insbesondere dann 
20 von Nachtcil, wcnn dcr fur den Einschluss vcrwcndcte 
Wirksioff nur in begrenzier Menge zur Verfugung steht oder 
sehr teuer isl. 

Somil konnen nur die Wirkstoffe enihaltenden Liposo- 
men auf ihre Charakleristika uniersuchl werden. 2^igt die so 
25 hergeslellte Liposomenpraparation nicht die gewiinschten 
Eigcnschaften, so muss diese Praparation einschlieBlich der 
darin enthallenen kostbaren Wirkstoffe als Ganzes verwor- 
fen werden. Dies ist insbesondere dann von Nachleil, wenn 
der fiir die Einkapselung verwendeie Wurksloff nur in be- 
30 grenzter Menge zur Verfiigung sleht oder sehr teuer ist. 

Fiir bestimmle Anwendungen von Liposomenzubereitun- 
gen, insbesondere bei einer therapeutischen Anwendung, ist 
es auBerdem erforderlich, die Liposomenpraparation zu sle- 
rilisieren. Im allgemeinen bedienl man sich dazu der Sterili- 
sation durch Auloklaviercn, bei der erhohle Tbmperatur- 
und Druckbedingungen auftreten. Bestimmle in Liposomen 
eingeschlossene Subslanzen bewirken jedoch bei erhohler 
Temperatur eine Phospholipidhydrolyse, sodass es bei einer 
derartigen Behandlung zur Zerselzung der Liposomenpra- 
paration komml. AuBerdem konnen die Wirkstoffe bei er- 
hbhter Temperatur instabil sein und sich beim Auloklavie- 
rcn zersctzen. Somil kann die Sterilisation durch Aulokla- 
viercn fur eine derartige Liposomenpraparation nicht angc- 
wendet werden. 

Ein weiterer Nachleil bei der Herstellung einer wirksloff- 
haltigen Liposomenformulierung durch Hochdruckhomoge- 
nisastion ist die mogliche Aerosolbildung, die bei der Ver- 
wendung bestimmter Wirkstoffe eine erhebliche Gefahr- 
dung fiir das Bedienungs personal darstellt. Die erforderli- 
chcn SichcrhcilsVorkchfungcn sind aufwchdig und crschwe- 
rcn den HcrstcUungsprozcss. Dies fiihrl zu cincm groBeren 
Zeitaufwand, vermehrlem Einsatz von Arbeilsmitleln und 
einem hoheren Personalaufwand, wodurch die Herstellungs- 
kosten erheblich erhoht werden. ^ 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe war so- 
mil, ein Verfahren zur Herstellung von Wirkstoffen enihal- 
tenden Liposomen bereitzusicUcn, mil dem sterile Liposd- 
menpraparalionen koslengunslig und ohne GefMhrdung des 
Bedienungspersonals bereilgeslellt und die Nachteile des 
Standes der Technik zumindest teilweise verbesserl werden 
konnen. 

Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Her- 
stellung von Liposomen, die als Wirksioff mindestens eine 
physiologisch wirksame oder/und diagnostische Verbindung 
enthalten, durch Herslellen eines Gemisches von membran- 
bildenden Amphiphilen, Dispergieren des Gemisches in 
Wasser und Hochdruckhomogenisation der Dispersion bis 
zur Bildung der Liposomen, das dadurch gekennzeichnei ist. 
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dass 

(a) zu einer beliebigen Liposomenzubereitung, vor- 
'/.ugswcisc cin Liposoincn-Gcl, das rnindcstcns 
20 Gcw.-% Lipid cnthiill, dcr Wirksiolt gcgcbcn wird 5 
und 

(b) das den Wirkstoff enlhallende Gemisch, gegebe- 
nenfalls unter mechanischer Bewegung, solange inku- 
biert wird, bis 

(i) hydrophile Wirkstoffe entsprechend der Volu- lO 
menanteile an wasserigem Medium innerhalb und 
auScrhalb der Liposorncn in der Zubcrcitung in 
den Liposorncn bzw. zwischen den Liposorncn 
verteilt sind (Gleichgewichtszustand) oder 

(ii) lipophile Verbindungen im Lipidbilayer in- 15 
korporiert sind. 

Hierbei wird die Temperatur so geregelt, dass keine we^ 
sentliche Lipidhydrolyse auftritt, die Diffusion der Wirk- 
stoffe iibcr den Lipidbilayer bzw. die Aufnahmc in den Bi- 20 
layer aber gesteigert wird. 

A Is Wirkstoffe konnen alle Verbindungen eingesetzt wer- 
den, die unter den gegebenen Bedingungen uber Lipidbi- 
layer diffundieren (hydrophile Verbindungen) oder in Lipid- 
bilayer inkorporiert werden konnen (lipophile Verbindun- 25 
gen). 

Es war uberraschend, dass niit dein erfindungsgetiiaBen 
Veffahren eine fertige Liposomenzubereitung nachtraglicn 
mit guten Ausbeuten mit >\^irkstoffen beladen werden kann. 
Unerwartei war, dass der Wirkstoff als Feststoff oder in kon- 30 
zentrierter wassriger Losung zu der ferligen Liposomenzu- 
bereitung zugegeben werden kann und durch Temperaturer- 
hohung und gegebenenfalls durch einfaches mechanisches 
Durchniischen, Riihren oder Schiilteln unter Verwendung 
einer fiir dicsen Zwcck gccigneien Vorrichtung, wie z. B. ei- 35 
nes Horizontalschuttlers, zu guten Einschlussraten des 
Wirkstoffs in die Liposomenzubereitung fiihrt. Ein weiterer 
Vorteil ist die einfache Durchfuhrbarkeit des erfindungsge- 
maBen Verfahrens sowie der geringe apparative und perso- 
nelle Aufwand. Mit dem eriindungsgemaBen Verfahren wird 40 
auch die Einkapselung von toxischen Stoffen ohne beson- 
dere SicherheitsmaBnahmen und dem Einsalz von aufwen- 
digcn Sichcrheitsvorkehrungen apparativer Art moglich. 
Die Gefahrdung des Bedienungspersonals durch Aerosolbil- 
dung isl im erfindungsgemaBen Verfahren im Gegensatz zu 45 
bekannten Verfahren weitgehend ausgeschlossen. Das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren fuhrt somit zu einer erheblichen 
Kostenreduzierung und Vereinfachung des Herstellungspro- 
zesses fur Wirkstoffe enthaltende Liposomenzubereitungen. 

In deni erfindungsgemaBen Verfahren konnen alle be- 50 
kanntcn Liposomenzubereitungen, wie beispielsweise uni- 
lamellare, bilamellare, multilamellare liposomenzuberei- 
tung oder/und Liposomen mit positiver oder negativer Uber- 
schussladung verwendet werden. 

Als Bestandteile der Lipidschicht der Liposomen konnen 55 
alle fiir diesen Zweck geeigneten membranbildenden Am- 
phiphile sowic wcitcrc wStoffe verwendet werden, wie bei- 
spielsweise Phosphatidylcholin, Phosphatidylglycerin, 
Phosphatidylinositol, Phosphalidylserin, Phosphatidyletha- 
nolamin, Sphingomyelin, Choleslerin, gesattigte und unge- 60 
sattigte Fetisauren, membranbildende Amphiphile, wie bei- 
spielsweise Blockpolymere, Alkylesier, -ether, -amide von 
Alkoholen, Diolen, Polyolen, Aminen, Aminosauren, Pepli- 
den und Zuckern sowie weitere Sloffe, die sich in einer 
wassrigen Umgebung in der Lipidschicht anordnen, Gege- 65 
benenfalls k6nnen organische oder anorganische Saize so- 
wie Sauren oder Basen zur Einstellung des pH-Wertes und 
des osmotischen Drucks in der Liposomenzubereitung ge- 
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lost sein. Insbesondere bei Verwendung der nvich dem erfin- 
dungsgemaBen Verfahren heigestellten Liposomenzuberei- 
tung fiir medizinische Zwecke, wie beispielsweise Injektion 
odcrHinbringcn dcr erfindungsgemaBen Liposomenzuberei- 
tung in Korpcrhohlcn werden sterile l^sungen und Substan- 
zen sowie Wasser nach Deulschem Arzneibucl} ("Wasser fiir 
Injeklionszwecke") verwendet. Die Liposomenzubereitung 
kann vor der Inkubaiion mit dem Wirkstoff durch geeigneie 
Methoden slerilisien werden. wie beispielsweise autokla- 
vieren. 

Die Liposomen der Liposomenzubereitung konnen 
kleinc, iniltlere oder groBe Durchmesscr aufweiscn, vor- 
zugsweisc wird cine Liposomenzubereitung mil Liposorncn 
mit einem durchschnitdichen Durchmesser von 10 bis 
400 nm verwendet. 

Die Liposomenzubereitung kann eine Liposomen enthal- 
tende Dispersion sein. vorzugsweise wird ein aus Liposo- 
men aufgebautes Gel verwendet. 

Fur das erfindungsgemaBe Verfahren konnen polare wie 
unpolare Subsianzen, diagnosrisch und thcrapculisch wirk- 
same Substanzen verwendet werden, die aufgrunil ihrer Dif- 
fiisionseigenschaften in der Lage sind, Oangsam) in oder 
uber den Lipidbilayer zu diffundieren, Beispiele, sind z. B. 
Zytostalika, Antibiotika, Kontrastmillel. Es kann ein einzi- 
ger Wirkstoff eingeschlossen werden oder auch eir\e Mehr- 
zahl davon. Der Einschluss kann im Innenraum dcv Liposo- 
men oder/und in der Membran oder/und zwischi 'i Mem- 
branschichten erfolgen. Alle diese Einschlussanci werden 
zusammenfassend als Inkorporation bezeichnet. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird als tikrapeu- 
tischer Wirkstoff" Gemcitabine, Vindesine, Amphoih^jricin B 
oder/und Anthracycline, insbesondere Doxorubicj J, ver- 
wendet. Als in der Forschung eingeseizier Fluoreszenzfarb- 
stoff wird vor/.ugsweise Calcein verwendet . ♦ 

Die Vcrfahrensbcdingungen werden an die jcwe'rs vcr- 
wendete Liposomenzubereitung und den verwendeten 
Wirkstoff angepasst, urn die gewiinschte Aufnahmi des 
Wirkstoffs in die Liposomenzubereitung zu erhalten. Die 
Aufnahmegeschwindigkeit und EinschlussefRzienz^ des 
Wirkstoffs in die Liposomenzubereitung werden durc';j die 
Diffiisionseigenschaften des Wirkstoffs und die Liposcmen- 
charakterisdka beeinflusst. 

Die Diffusionseigcnschallen des Wirkstoffs sind ^*ie- 
derum abhangig von Parametern, wie beispielsweise Mdlge- 
wichl, Ol-Wasser-Koeffizient oder Protonierungsgrad. ] 

Die Liposomencharakteristika werden bestimmt du'^ch 
Parameter, wie beispielsweise Art und Gehalt der memb/ ^Ji- 
bildenden Amphiphilen, Gehalt an Cholesterin, und d:m 
Gehalt und der Art von zusatzlichen Stoffen in der Lipid- 
schicht. Insbesondere das maximale Verhaltnis von wa£:.ri- 
ger Phase in den Liposomen zu wassriger Phase auBerljsJb 
der Liposomen sowie Vorliegen der Liposomen in einery 4; 
posomendispersion oder in einem Liposomengel bestimmon 
die Einschlusseflizienz. ".r 

Alle fiir das Verfahren relevanten Parameter wejrden op 
mal aufeinander abgesdmmt. Insbesondere die Ttmperai'vr 
wird so cingcstclli, dass die Diffusion des Wirkstoffs in c!c 
Liposomen gesteigert wird, ohne dass es zu einer wesentri- 
chen Phospholipidhydrolyse komml. Vorzugsweise wird d';s 
den Wirkstoff enthaltende Gemisch bei einer Temperatur 
von 30 bis 80*^C, mehr bevorzugi von 50-70**C und am mei^ 
slen bevorzugt urn etwa 60°C inkubiert. 

Inkubalionsleinperalur und Inkubationszeil hangen vor - 
einander ab, d. h. bei Erhohung der Inkubalionstemperdtiir 
kann die Inkubationszeil vermindert werden, will man den 
gleichen Einschlussgrad wie bei verminderter Inkubations- 
temperatur erhalten. 

Die einzelnen Komponenten werden solange inkiibien. 
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bis die maximale Aufnahme erreicht ist (Gleichgewichiszu- 
stand bei hydrophilen Verbindungen, nahezu voilsliindige 
Aufnahme bei lipophilen Verbindungen). Bei einer nicht 
vollslandigcn Aufnahme des Wirkstoffs in die Liposoinen 
dcs Gels bcfindcl sich somit ein Tbil des Wirksloffs in den 5 
Liposomen und der iibrige zu der Liposomenzubereitung 
zugegebene Wirkstoff auBerhalb der Liposomen in der Sus- 
pension Oder dem Gel, Ein so hergestellies Liposomen-Gel 
kann den Wirkstoff in verzogerier Weise iiber einen lange- 
ren Zeitraum abgeben, wobei eine gute Retardwirkung da- lo 
durch erreicht wird, dass ein Wirkstoff, um das Liposomen- 
gcl zu vcrlasscn, viclfach aus cinzelnun Liposomen hcraus- 
difTiindicrcn und wicdcrum in Liposomen hineindiffundie- 
ren muss, da die Liposomen sehr dicht gepackt sind. Ande- 
rerseits kann bei auf die erfindungsgemaBe Weise hergestell- 15 
ten Liposomendispersionen der nicht in die Liposomen ein- 
geschlossene Wirkstoff rasch zur Wirkung gclangen (Initial- 
dosis), wahrend der cingeschlossene Anteil verz6gert frei- 
gesetzt und wirksam wird. Aliemativ wird der nicht inkor- 
poricrte Tcil dcs Wirkstoffs aus der Liposomenzubereitung 20 
abgetrennt, wenn freier Wirkstoff nicht erwlinscht ist. Vor- 
zugsweise wird ein erfindungsgemaB hergestelltes Wirk- 
stotfe enthallendes Liposomengel fur medizinische Appli- 
kationen verwendet, 

Wie oben beschrieben, hangl die Aufnahmegeschwindig- 25 
keit und Einschiusseffizienz unter anderem von den Eigen- 
schaflen des Wirkstoffs ab, Lipophile Wirkstoffe werden 
von den Liposomen im wesentlichen in der Lipidschicht 
eingeschlossen, wogegen hydrophile Wirkstoffe im wesent- 
lichen in dem wassrigen Innenraum der Liposomen einge- 30 
sch lessen werden. Lipophile Wirkstoffe zeigen sehr hohe 
Einschlussraten. Sie konnen mil einer Einschlussraie von 
bis zu 100% in Liposomen inkorporiert werden. Vorzugs- 
weise wird das Gemisch inkubiert, bis der lipophile Wirk- 
stoff vollslandig in die Liposomcnmembran aufgcnommen 35 
ist. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Liposo- 
menzubereitung, erhaiten bzw. erhaltlich nach einem wie 
oben beschriebenen Verfahren. 

Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Ver- 40 
wendung einer Liposomenzubereitung, eriialten bzw. erhalt- 
lich nach einem wie oben beschriebenen Verfahren als dia- 
gnostisches oder therapeutisches Mitlel, das gegebenenfalls 
weitere Hilfs-, Tragerstoffe oder/und Stabilisatoren enthalt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Liposo- 45 
menzubereitung, erhaiten bzw. erhaltlich durch Redispergie- 
ren der Liposomen durch schriltweise Zugabe von wassri- 
gem Medium zu dem die Liposomen enthaltenden Gel. Die 
so erhaliene Formulierung kann sysiemisch, beispielsweise 
durch i. v. Injeklion appliziert werden. 50 

Die folgendcn Bcispicle soUen die Erfindung weiter cr- 
lautem. 

Beispieie 

55 

Bei Spiel 1 

Ein Liposomengel, das als Wirkkomponenle das Zytosta- 
tikum Gemcitabine enthalt, kann nicht auioklavierl werden, 
da dieses Anlitumormittel die Hydrolyse der Phospholipide 60 
beschleunigt, was unter Standardbedingungen wahrend des 
Autoklavierens zu einem vollstandigem Phospholipidabbau 
fuhrl. Die Anforderung der Keimfreiheil fur Arzneimittel 
zur parenteraien Anwendung kann nur durch nachlragliches 
Einbringen des Wirkstoffes in das Liposomengel erreicht 65 
werden. Hierzu werden das Liposomengel und eine hoch- 
konzenuierle, gepufferte Gemcitabine-L5sung gctrennl au- 
toklaviert und anschlieBend unter aseptischen Bedingungen 
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zusammengebracht. Nach vierstUndiger Inkubation bei 
60°C wird eine Schlusseffizienz von Uber 30% erreicht 
(Gleichgewicht). 

Dicsc Zubereitung cigncl sich zurdirckten Tnslallalion in 
die Bauchhohic bei Ovarial-CA, zur Blasenspulung bei Bla- 
sen-CA sowie zur iniratumoralen Applikation. 

Beispiel 2 

Das Zytostatikum Vindesine ist hochwirksam und wird in 
der Klinik in niedrigen Gesamtdosen eingesetzt. Wu-d der 
Wirkstoff mittels der hcrkommlichen Tcchnik der Liposo- 
mcngelherstellung bercits wahrend der Hochdruckhomogc- 
nisation eingeschlossen, sind strenge SicherheitsmaBnah- 
men zu U-effen, um eine Inhalation entstehender Aerosole 
und mogliche Spatschaden des Bedienungspersonais zu ver- 
hindem. Das nachtragliche Einbringen der Substanz ver- 
mindert die Aerosolbildung wesendich und vermindert so- 
mit das Arbeitsrisiko bedeutend. Die Herstellung erfolgt 
cntsprechend Beispiel 1 . 

Auch diese Fonnulierung kann lokal zur Behandlung von 
Lungen-CAs eingesetzt werden. 

Beispiel 3 

Der Fluoreszenzmarker Calcein wird haufig in der Grund- 
lagenforschung eingesetzt. Er ist nicht autoklavierbar, so- 
dass sterile ('alcein-Liposomengele nur durch nachiragli- 
chen Calcein-Zusatz, hergestelll werden konnen. Die Her- 
stellung erfolgt entsprechend Beispiel 1 nach Sterilfilu-ation 
der Calcein-Losung. Mittels dieser Zubereitung lassen sich 
Freisetzungs- und Veneilungsversuche, z. B. in der Mikro- 
biologie durchfUhren, 

Beispiel 4 

Das Verfahren eignet sich grundsatzlich auch zur Verkap- 
selung von lipophilen Substanzen, die nicht in das wasserige 
Kompartiment, sondem in den Liposomenlayer einge- 
schlossen werden. Hierzu wird das Antibiotikum Amphote- 
ricin B als Festsubstanz dem Liposomengel zugesetzt und 
anschlieBend bei 50 W fur 3 Siunden unter Schiitteln inku- 
biert. Die Einschlusseflizicnz beU^gt 95%. 

Patenlanspriiche 

1 . Verfahren zur Herstellung von Liposomen, die als 
Wirkstoff mindestens eine physiologisch wirksame 
oder/und diagnosiische Verbindung enthalten, durch 
Hcrstellen cincs Gcmischcs von mcmbranbildcndcn 
Amphiphilcn, Dispcrgicrcn dcs Gcmischcs in Wasscr 
und Hochdruckhomogenisation der Dispersion bis zur 
Bildung der Liposomen, dadurch gekennzeichnet, 
dass 

(a) zu einer Liposomenzubereitung der Wirkstoff 
gegeben wird und 

(b) das den Wirkstoff cnthaltcndc (jemisch so- 
lange inkubiert wird, bis 

(i) hydrophile Wirkstoffe entsprechend der 
Volumenanteile an wasserigem Medium in- 
nerhalb und auBerhalb der Liposomen in der 
Zubereitung in den Liposomen bzw. zwi- 
schen den Liposomen verleilt sind (Gleich- 
gewichtszustand) oder 

(ii) lipophile Verbindungen im Lipidbilayer 
inkorporiert sind. 

2. Verfahren nach Anspnich 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass als Lipid enlhaliende Liposomenzubereitung 
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ein aus Liposomen aufgebauies Gel verwendet wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
nel, dass ein Liposomengel mil mindeslens 20 Gew.-% 
Lipidgchall vcrwcndcl wird. 

4. Verfahren nach cincm dor AnsprUche 1 bis 3, da- 5 
durch gekennzeichnet, dass die Inkubation unter me- 
chanischer Bewegung erfolgt. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprU- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass ais therapeutischer 
Wirksloff Gemcilabine, Vindesine. Amphotericin B, lO 
cis-Platin oder/und Anthrazykline, insbesondere Doxo- 
rubicin, vcrwcndel wird. 

6. Verfahren nach cincm der Anspriichc 1 odcr 2, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Fluoreszenzfarbstoff 
Caicein verwendet wird. 15 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass das den Wirkstoff 
enthaltende Gemisch bei einer Tfemperatur von 30 bis 
80°C, vorzugsweise von 50 bis TO^'C, am meisten be- 
vorzugt bci 60°(' inkubicrt wird. 20 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprU- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass das Gemisch inku- 
biert wird, bis ein Gleichgewicht vorliegt zwischen 
freier Verbindung und in die Liposomen aufgenomme- 
ner Verbindung. 25 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Gemisch inkubierl 
wird, bis 20 bis 80%, bei lipophilen Verbindungen vor- 
zugsweise > 95% des in dem Gel oder der Suspension 
enthaltenen Wrkstoffs in den Liposomen vorliegt. 30 

10. Liposomenzubereitung, erhaltlich nach einem Ver- 
fahren gemSB einem der Anspruche 1 bis 9. 

11. Verwendung einer Liposomenzubereitung, erhalt- 
lich nach einem Verfahren gemaB einem der Anspruche 

1 bis 9 als diagnostisches oder therapcuLisches Mitlcl, 35 
das gegebenenfalls weitere Hilfs-, Tragerstoffe oder/ 
und Stabilisatoren enthalt. 
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